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論文内容要旨
                序論・研究目的
 哺乳類蝸牛では, 定常的に K+ イオンが蝸牛管の内リンパから有毛細胞 支持細胞, らせん靱
 帯, 血管条を経て再び蝸牛管へと循環 している。 この K+ イオ ンの定常流は蝸牛有毛細胞の音受
 容伝達機能にとって不可欠であり, その駆動力となるのが内リンパ電位である。 この高い
 (+80mV) 陽性電位と, 特殊なイオン組成 (高 K+・低 Na+) が蝸牛内リンパの大きな特徴であ
 る。 この特殊なイ オ ン環境 は蝸牛に存在する種々 のイ オ ン輸送体により維持されていると考えら
 れている。 本研究ではこれま で生理学的にその存在 が示唆されてきた2種類のイ オ ン輸送体,
 Na+一H+ 交換輸送体 (以下 NHE) およびNa-K-2Cl 共輸送体 (以下 NKCC), について蝸牛にお
 ける発現と細胞局在を分子生物学的手法により解明することを目的と した。 NHE は細胞外 Na+
 と細胞内 H+ を1:1の割合で交換 し, 複数のアイソフォームがクローニングされている。 今回
 はこのうち NHE4, 一2, 一3 及び一4 を対象と して RT-PCR 法及び ln situ hybrization 法による解
 析を行った。 NKCC は細胞膜を介して Na+, K+, C1一を1:1:2の割合で共輸送 し, やはり
 数種のアイ ソフォームが存在する。 このうちループ利尿剤である bumetanide に感受性を持つ
 bumetanide sensitive cotransporter 2 (以下BSC2) の mRNA の局在を In situ hybridization
 法により解析した。
                方法
 NHE:モルモット蝸牛より poly(A)RNA を抽出 し, 逆転写反応により 1st s七rand cDNA を合
 成した。 得られた cDNA をnested PCR 法にて増幅した。 primer はラットNHE-1, 一2, 一3 及び
 一4 の mRNA 配列をもとに合成した degenerate primer を用いた。 次に得られた PCR 産物のシー
 クエ ンスを決定 し, ラットNHE の対応するアイ ソフォームの配列と比較した。 次に得られた
 PCR 産物を鋳型に RNA プローブを作成 し, モルモット蝸牛凍結切片上で In situ hybridization
 を行った。
 BSC2=過去の研究にて得られた RT-PCR 産物 (Hjdaka et a1. Biohem. Biophys. Res. Commun.,
 220, 425-430, 1996) を鋳型に in vitro transciption を行いRNA プローブを合成し, ラット蝸
 牛凍結切片上にて In situ hybridization を行った。
                結果
 NHE:RT-PCR によりモルモット蝸牛における, NHE-1, 一2, 一3 及び一4 の発現が確認された。
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 nested PCR の結果, NHE-1 はprimary PCR のみで増幅産物が確認されたのに対しNHE-2, 一3,
 一4 では secondary PCR を行わなければ増幅産物は認められなかった。 シークエンスの結果, 得
 られた NHE-1 から一4 までの RT-PCR 産物は, ラット NHE の対応するアイソフォームと非常に
 高い相同性を有することが明らかになった。 In situ hybridization の結果, モルモット蝸牛に
 おいて NHE-lmRNA は, 血管条, らせん靱帯に位置する fibrocyte, らせん神経節細胞に特に
 強く発現していた。 有毛細胞及びコ ルチ器支持細胞, らせん隆起上皮細胞に も弱い発現を認めた。
 NHE-2, 一3, 一4mRNA の局在に関しては明確な情報は得られなかった。
 BSC2:ラッ ト蝸牛において BSC2mRNA は血管条辺縁細胞に最も強く発現 していた。 らせん靱
 帯内の type II fibrocyte にも弱い発現が認められた。
                考察
 NHE:RT-PCR により蝸牛にて発現が確認された NHE4, 一2, 一3 及び一4 アイ ソフォームのなか
 では nested PCR の増幅結果の違いから NHE4 が最も優位であることが示唆された。 In situ
 hybridization の結果, NHE-1 転写産物は蝸牛内の種々 の細胞に様々な レベルで発現 していた。
 これらの細胞において NHE-1 は主に細胞内 pH や細胞容積の調節, 細胞増殖などのいわゆる
 housekeeping 機能に関与 しており, 細胞による発現 レベルの多様性は細胞ごとの基礎的代謝活
 性の違いを反映 している可能性があると考え られた。
 BSC2:血管条辺縁細胞における BSC2 の発現は過去の生理学的データを直接的に裏付けると同
 時に, 内リンパ電位の形成における BSC2 の役割を明確にするものである。 またらせん靱帯内の





 オン輸送体のうち Na+一H+ 交換輸送体および Na+一K +一2C1一 共輸送体について蝸牛における発現
 と細胞局在を分子生物学的手法により解明 した結果について報告 している。 Na+一H+ 交換輸送体
 (NHE) の場合は, モルモット蝸牛より poly(A)RNA を抽出 し, 逆転写反応により 1st strand
 cDNA を合成した。 得られた cDNA を nested PCR 法にて増幅した。 Primer はラット NHE-1,
 一2, 一3 および 一4 の mRNA 配列をもとに合成した degenerate phmer を用いた。 次に得られた
 PCR 産物のシークエンスを決定 し, ラット NHE の対応するアイソフォームの配列と比較 した。
 次に得られた PCR 産物を鋳型に RNA プローブを作成 し, モルモット蝸牛凍結切片上で ln situ
 hybridization を行った。
 また Na+一K+一2C1一 共輸送体の場合は, 日高らの研究で得られた RT-PCR 産物を鋳型に in
 vitro transcription を行って RNA プローブを合成し, ラッ ト蝸牛凍結切片上で in situ hy-
 bridization を行った。 その結果, Na+一H+ 交換輸送体では, RT-PCR によりモルモット蝸牛に
 おける NHE-1, 一2, 一3 および一4 の発現が確認された。 nested PCR の結果, NHE-1 は primary
 PCR のみで増幅産物が確認されたのに対して, NHE-2, 一3 および 一4 では secondary PCR を行
 わなければ増幅産物は認められなかった。 シークエンスの結果, 得られた NHE-1 から 一4 までの
 RT-PCR 産物は, ラット NHE の対応するアイ ソフォームと非常に高い相同性を有する事が明ら
 かになった。 in situ hybridization の結果, モルモット蝸牛において NHE-1mRNA は, 血管条,
 らせん靭帯に位置する繊維細胞やらせん神経節細胞に特に強く発現 していた。 有毛細胞, 支持細
 胞, らせん隆起上皮細胞にも弱い発現を認めた。 NHE-2, 一3, 一4 mRNA の局在に関しては明確
 な情報 は得 られなかっ た。
 次に, ラット蝸牛における Na+一K+一2C1一共輸送体 mRNA は血管条辺縁細胞に最も強く発現
 していた。 らせん靭帯内のH型繊維細胞にも弱い発現が認められた。
 以上の所見より, NHE-1, 一2, 一3 および一4 アイソフォームのなかでは nested PCR の増幅結
 果の違いから NHE-1 が最も優位であることが示唆され, かつその転写産物は種々の蝸牛内細胞
 に様々なレベルで発現 していた。 これらの細胞において NHE-1 は主に細胞内 pH や細胞容積の
 調節, 細胞増殖な どのいわゆる恒常性維持機能に関与 しており, 細胞による発現 レベルの多様性
 は各細胞の基礎的代謝活性の違いを反映している可能性が示された。 また, Na+一K+一2Cr 共輸
 送体が血管条辺縁細胞に発現していたことは, 過去の生理的データを直接的に裏付けると同時に,
 内リ ンパ電位の形成における本輸送体の役割を明確にしていた。 また, らせん靭帯内の 11 型繊維
 細胞にも発現 していた事実は, これらの細胞がKイオ ンの循環・再利用に関わっている 可能性
 を強く示唆 していると考察 した。
 以上の研究成果は, 蝸牛のイオン環境維持機構に関与する各種輸送体の役割に明確な性格を与
 えるもので, 蝸牛機能の理解に貢献するところ大と考える。 よって, 本論文は学位論文と しての
 水準を満た し, かつ学位の授与に値すると判定する。
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